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論文内容要
 b日
研究目的
 近年,DNAそのものが免疫活性を持つことが注目されている。DNAは遺伝情報の伝達分子
 であり,蛋白質をコードする生命の設計図として機能していると一般に考えられていた。しかし,
 細菌やウイルスの遺伝子に特異的に存在するCpGDNAは強力に免疫応答を誘導しTh1細胞の
 分化誘導能を持つことが知られてきた。アレルギーの一つである気管支喘息は有病率が極めて高
 い疾患で世界的に増加し続けている。アレルギーはアレルゲンに反応するTh2細胞が不適当に
 反応し,組織障害を起こす疾患である。現在,Th2細胞を特異的に調節しアレルギー性炎症を
 抑制する理想的な免疫療法は未だ確率されていない。本研究においてCpGDNAを用いてアレ
 ルギー性炎症への影響について検討した。
研究方法
 BALB/cマウスをOVA/alumで感作後,経気道的にCpGDNAとOVAを同時に,もしく
 は結合体を前投与し,一週間後にOVAチャレンジを行った。チャレンジ後のBALF中の好酸
 球数とサイトカイン,気道リンパ筋細胞の培養上清中のサイトカイン,および気道過敏性を測定
 した。Th1細胞誘導能を観察するためにinvitroにおいてナイーブなOVATCRtgマウスの
 脾細胞を用いCpG-OVA結合体を加え培養し上清中のサイトカインを測定した。樹状細胞への
 抗原取り込みを観察するために蛍光蛋白であるR-PEとCpGDNAとの結合体を作製し,取り
 込みと活性化をFACSにて解析した。
研究結果
 感作されたマウスに抗原とCpGDNAを気道内に前投与すると引き続く抗原チャレンジによ
 る好酸球性炎症を抑制した。この抑制は抗原,もしくはCpGDNA単独投与では認められず,
 抗原とCpGDNAの同時投与が重要であることが判明した。
 より効率的な抑制を考えCpGDNAと抗原を直接結合させた。CpG一抗原結合体は,同時投与
 よりも好酸球性炎症抑制効果を100倍に増強させた。他の抗原による好酸球性炎症には効果が認
 められず抗原特異的に抑制を認めた。気道過敏性の改善とBALF中のTh2サイトカインの抑制
 も認められ,これらの現象は抗原特異的Th2細胞の抑制によることも観察された。その背景に
 はTh1細胞誘導効率が結合体にすることによって増強されることが判明した。特にCpGDNA
 刺激によるIL-12産生が重要であることが示された。
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 このTh1細胞誘導効果増強の機序を解明するために樹状細胞に注目し実験を行い,抗原とし
 てR-PEを用いFACSにて解析した。CpG-RPE結合体はR-PE単独,もしくはCpGとの同時
 投与と比較し,効率よく樹状細胞にR-PEが取り込まれることが観察された。結合することで
 CpGDNAは樹状細胞に抗原を接着させる働きがあることが考えられ,このために抗原性が上
 昇することが判明した。しかも,抗原と共にCpGDNAを取り込んだ樹状細胞はcostimulatory
 molecule(CD40,CD86)を強く発現し,またIL-12を産生していた。CpG抗原結合体にする
 ことで抗原を効率よく取り込み・提示すると同時に強くThi細胞への分化を促進させているこ
 とが判明した。
結論
 気管支喘息モデルマウスヘのCpGと抗原の同時投与は抗原特異的Th2細胞とアレルギー性炎
 症を抑制し,結合体とすることにより抑制効果はさらに増強した。また,CpG一抗原結合体は抗
 原性を増強させ,強くTh1細胞への分化を促進させた。このような免疫活性が生じる機序とし
 て,抗原にCpGDNAが結合することによって樹状細胞への抗原取り込みを増強させ,同時に
 活性化させることが判明した。結合することによってCpGDNAの免疫応答誘導効果に加え樹
 状細胞に接着し取り込ませるという新しい役割が明らかになった。本研究で得られた結果から,
 アレルギーの新しい免疫療法となりうることが示唆された。
 研究の意義・独創的な点
 本研究は,CpGDNAをアレルゲンと直接結合するという新しい方法をはじめて導入した。
 これによって,強力にTh1細胞を誘導して,アレルギー性炎症を効果的に抑制できることを世
 界に先駆けて報告した。しかも,CpGDNAを抗原と結合することによって,強力に抗原特異
 的Th1細胞を誘導する機序も見出した。これらの特徴は,CpGがアレルギーの疾患のための新
 しいDNAワクチンに応用できる発展性を示唆する。さらに,CpG一抗原結合体の強力なTh1細
 胞活性化能力を臨床応用すれば,エイズやマラリアなどのいまだ根治できない感染症や悪性腫瘍
 に対する免疫療法としても期待できる。
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 審査結果の要旨
 近年,DNAそのものが免疫活性を持つことが注目されている。DNAは遺伝情報の伝達分子
 であり,蛋白質をコードする生命の設計図として機能していると一般に考えられていた。しかし,
 細菌やウイルスの遺伝子に特異的に存在するCpGDNAは強力に免疫応答を誘導しThl細胞の
 分化誘導能を持つことが知られてきた。アレルギーの一つである気管支喘息は有病率が極めて高
 い疾患で世界的に増加し続けている。アレルギーはアレルゲンに反応するTh2細胞が不適当に
 反応し,組織障害を起こす疾患である。現在,Th2細胞を特異的に調節しアレルギー性炎症を
 抑制する理想的な免疫療法は未だ確率されていない。
 本研究では,気管支喘息モデルマウスを使ってCpGDNA投与が,アレルギー性炎症へ与え
 る影響について検討し,以下の結果を得た。
 (1)抗原で感作されたマウスにその抗原とCpGDNAを同時投与すると引き続く抗原チャレン
 ジにおいて気道中好酸球性炎症が抑制された。この抑制はCpGDNA単独では抑制できず,
 抗原との同時投与が重要であることが判明した。
 (2)より効率的な抑制を考えCpGDNAと抗原を直接結合させた。CpG一抗原結合体は,同時投
 与よりも好酸球性炎症抑制効果を100倍に増強させた。気道過敏性の改善とBALF中のTh2
 サイトカインの抑制も認められ,これらの現象は抗原特異的Th2細胞の抑制によることも観
 察された。
 (3)CpGと抗原を結合体にすることによって抗原性を増強させ,Th1細胞誘導効率が増強され
 た。特にCpGDNA刺激によるIL-12産生が重要であることが示された。
 (4)抗原として蛍光蛋白を用い樹状細胞への取り込みをフローサイトメトリーにて解析した。
 CpG一抗原結合体によるThl細胞誘導効果増強の機序は樹状細胞への抗原取り込みを増強させ
 ることが判明した。結合することでCpGDNAは樹状細胞に抗原を接着させる働きがあるこ
 とが考えられ,このために抗原性が上昇すると考えられた。
 (5)抗原と共にCpGDNAを取り込んだ樹状細胞はcostimulatorymolecule(CD40,CD86)
 を強く発現し,またIL-!2を産生していた。CpG抗原結合体にすることによって抗原を効率
 よく取り込み・提示すると同時に強くThl細胞への分化を促進させていることが判明した。
 本研究は,CpGDNAをアレルゲンと直接結合するという方法を導入し,これによって,強
 力にTh1細胞を誘導して,アレルギー性炎症を効果的に抑制できることを世界に先駆けて報告
 した。しかも,CpGDNAを抗原と結合することによって,強力に抗原特異的Th1細胞を誘導
 する機序をも明らかにした。これらの成果は,CpGがアレノレギーの疾患のための新しいDNA
 ワクチンに応用できる発展性を示唆し,さらにCpG一抗原結合体の強力なTh1細胞活性化能力
 を臨床応用すれば,エイズやマラリアなどのいまだ根治できない感染症や悪性腫瘍に対する免疫
 療法の可能性を示すものであり,臨床的意義は高い。よって本研究は学位に値するものと考える。
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